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不 同 产地 中 华 马 氏 钳 蝎 神 经 毒素 的 
分 离 纯化 和 部 分 性 质 比 较 研 究 
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摘要 Sephadex G -50, Sp-Sephadex C-25 两 次 柱 层 析 ， 从 不 同 产 地 的 东亚 马 氏 钳 蝎 
(Buthus martensi Karsch) 粗 毒 中 分 别 得 到 了 一 组 研 性 哺乳 动物 神经 毒素 和 一 种 甲 这 类 神经 毒 
素 、 对 它们 进行 的 等 电 点 、 人 分子量、 动物 毒性 等 部 分 性 质 的 研究 与 比较 结果 表明 ， 浙 川 、 常 德 
与 益 都 产 的 蝎 毒 无 论 在 柱 层 析 行 为 上 ， 还 是 在 等 电 点 、 分 子 量 、 各 组 分 的 毒性 大 小 颖 序 及 某 些 
对 应 组 分 的 结晶 行为 上 有 很 大 相 人 性， 仅 存 在 略微 的 差异 。 


关键 词 ， ED 神经 毒素 ， 纯化 ， 比 较 BE 
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由 一 个 小 分 子 碱 性 蛋白 家 族 组 成 !Zell 等 ，1985)， 它 们 显示 出 明显 的 序列 同 源 性 ， 然 而 毒 
性 及 作用 专 一 性 却 有 很 大 的 差别 ， 因 此 是 研究 生物 大 分 子 结 构 与 功能 的 好 材料 。 同 时 研究 
蝎 神 经 毒素 结构 与 功能 的 关系 对 了 解 离子 通道 作用 机 理 ， 生 物 弄 中 受 体 与 配 体 扯 互 作用 及 
蝎 毒 作为 降 血 压 、 抗 阁 痫 、 抗 惊厥 传统 中 药 的 药理 作用 有 重要 意义 。 目 前 已 知 不 同 种 属 蝎 
神经 毒素 间 差 异 较 大 ， 它 们 往往 各 自 自 成 体系 。 关 于 中 华 马 氏 钳 蝎 (Buthus 
martensi Karsch， 以 下 简称 BmK) 毒 素 的 分 离 纯 化 及 部 分 序列 的 研究 虽 有 一 些 报道 ! 王 锦 
=F, 1985 WKE, 1983 MKS, 1989 刘 建 宁 等 ，1988)， 但 已 报道 的 方法 都 
不 能 提供 批量 纯化 并 保有 话 性 的 样品， 因此 难以 适应 晶体 结构 、NMR 结构 这 样 一 些 深 入 
研究 的 需求 。 特 别 是 蝎 的 种 属 变 化 较 大 ， 蝎 毒 组 分 复杂 ， 进 一 步 深 人 研究 要 求 有 清晰 的 生 
化 基础 ， 而 以 往 的 报道 中 所 用 的 蝎 毒 的 产地 不 同 ， 各 自分 离 方法 不 同 ， 吉 自 编 号 也 不同 ， 
结果 难以 比较 、 关 联 。 对 同一 种 属 来 自 不 同 产 地 的 蝎 神 经 毒素 间 的 比较 尚未 见报 道 。 其 基 
本 成 份 是 否 相 同 ? 在 分 子 水 平 上 是 否 具 有 共同 性 ?这 是 在 结果 比较 时 常 遇 到 的 问题 。 为 此 我 
们 选择 了 来 自 山东 、 湖 南 、 河 南 、 四 川 的 蝎 毒 粗 品 ， 用 我 们 实验 室 建立 的 蝎 神 经 毒素 活性 
样品 批量 纯化 的 可 靠 方 法 ， 在 相同 条 件 下 对 它们 进行 了 分 离 纯 化 和 部 分 生化 性 质 及 生物 学 
性 质 测定 ， 在 此 基础 上 进行 了 比较 研究 ， 并 在 它们 的 纯化 组 分 间 建 立 了 联系 。 这 对 深入 了 
解 我 国 的 蝎 毒 资源 也 有 重要 音义。 本 文 主要 报道 分 离 纯 化 及 比较 研究 结果 ， 以 此 为 基础 的 
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晶体 学 研究 结果 将 另 文 报道 。 
1 材料 和 方法 


1.1 Sa 

从 尾部 毒 腺 中 所 得 的 毒液 经 低温 真空 干燥 后 得 粗 毒 干粉 。 湖 南 常德 、 河 南 淅 川 、 四 川 
成 都 的 粗 毒 分 别 由 当地 药材 采购 站 提供 ， 用 电 刺 激 方 法 获得 ， 前 者 为 米黄 色 颗 往 ， 后 二 老 
为 白色 粉末 。 山 东 益 都 粗 毒 由 本 实验 室 用 剪 尾 法 亲自 采 得 ， 冻 干 后 为 白色 架 状 固体 。 
12 试剂 

Sephadex G—50, Sephadex G-25, Sp-Sephadex C-25, % hk 4+ TERA 
(MW 2560-17200), $ E Mri & (PI3-10)¥% Pharmacia 公司 产品 ， 丙 烯 酰胺 系 IBI 公司 
Pin, TEMED, RM. HERR Bio-Rad 公司 产品 ，Ampholine 系 LKB 公司 产 
mo PRANA R SERVER 产品 ，SDS 系 Sigma 产品 ， 其 余 试剂 均 为 国产 分 析 纯 试 
剂 。 
13 纯化 流程 

在 文献 报道 的 方法 ( 胡 娓 秋 等 ，1989) 的 基础 上 ， 加 以 适当 政 进 ， 采 用 LKB EEH 
进行 ， 详 见 图 1。 
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图 1 东亚 马 氏 钳 蝎 毒 素 纯化 谍 程 图 


Fig. 1 Purification of scorpion venom from Buthus martensi Karsch 


1.4 ”部 分 性 质 的 研究 . 
14.1 等 电 点 测定 ” 按 文 献上 的 方法 ( 郭 范 君 ，1988)， 用 0.4 mm FHR AR RE, 

在 LKB 公司 的 Multiphor2117 电 访 仪 上 进行 pH 3—10 EAM Bok ERS wR a 

沪 。 由 于 蝎 毒 是 小 分 子 蛋白 ， 为 防止 用 TCA 固定 后 在 染色 过 程 中 的 再 溶解 ， 采 用 小 肽 染 

色 法 (Righetti 等 ，1978) 染 色 。 采 用 Pharmacia 公司 等 电 点 标准 盒 的 pI3 一 10 的 Marker， 

作出 标准 曲线 ， 从 标准 曲线 上 求 出 未 知 蛋 白 的 等 电 点 。 

1.4.2 分 子 量 测定 ” 按 文 献上 的 方法 ( 郭 范 君 ，1991)， 用 8% 一 25% 的 梯度 胶 ， 在 
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Pharmacia 公司 的 Phast System 电泳 仪 上 进行 SDS FLEE RARRMERRR DK. A 
Pharmacia 公司 多 肽 分 子 量 标准 盒 为 Marker， 以 分 子 量 的 对 数 对 Marker 的 相对 迁移 率 
作出 分 子 量 标准 曲线 ， 由 标准 曲线 确定 未 知 蛋白 的 分 子 量 范围 。 

15 毒性 试验 

1.5.1 哺乳 动物 毒性 试验 ”以 18 一 20 g 雌 礁 混合 的 小 白鼠 为 试验 动物 ， 进 行星 部 静脉 往 
射 ， 以 注射 生理 盐水 为 对 照 ， 观 察 1 h 内 急性 死亡 及 24 HAO. ER 
RRA, FRA, ZEBRA. KASH, ORB S SER. Alh 
内 不 死亡 ， 一般 几 小 时 后 可 恢复 。 

1.52 昆虫 毒性 试验 FAA SEM Periplaneta americana) RAE 4. 5 WR 
RACH TT RES, WER RR KAMA, MHI h 内 急性 死亡 及 24 h 内 死亡 情况 。 注 
PRRs SSE RM RY, A, RP, BAP HS REER 
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2 4 个 不 同 产地 马 氏 钳 毒 素 Sephadex G-50 HER H A 
Fig. 2 Gel filtration chromatography of crude scorpion venom from Buthus martensi Karsch 
from four places on Sephadex G-50 colum (2.0 x 150 cm} 
eluent; 0.05 mol / L NH,HCO,(pH8.0) Flow rate; 3 ml/ l0 min 


a. from Xichuan, Henan Province b. from Changde, Hunan Province 


c. from Chengdu, Sichuan Province d. from Yidu, Shandong Province 


1.5.3 ”甲壳 动物 毒性 试验 ”用 30 一 38 g RR (Procambarus cilarkij 作 试验 动物 进行 
Pipi ZAH., MRR RR 1 h 内 死亡 情况 ， 作 为 对 甲壳 动物 毒性 
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的 指标 。 
2 实验 结果 


21 HERE RIA 

经 Sephadex G-50 E2 A PEAY 4 A Po aA a SS EA ER LA 2, Mt 3 种 
主要 成 分 (IT ， 工 ， 匡 ) 进 行 了 毒性 试验 、 结 果 列 于 表 1。 在 各 层 析 组 分 中 ， 峰 工 无 毒性 ， 
峰 开 均 含 有 昆虫 画素 ， 峰 亚 均 含有 哺乳 动物 神经 毒素 ， 这 是 其 基本 的 共同 点 。 比 较 庭 脱 图 
庶 ， 淅 川 、 益 都 、 常 德 的 结果 非常 相似 ， 只 是 益 都 图 谱 中 I 工 峰 含量 很 高 ， 这 可 能 与 其 采用 
剪 尾 法 而 其 它 3 个 产地 采用 电 和 刺激 靶 采 毒 有 关 。 而 成 都 图 谱 与 前 3 个 产地 的 图 谱 有 较 大 差 
别 (图 为 。 同 时 ， 成 都 产 毒 素 的 图 谱 中 有 5 个 主峰 ， 山 东 产 毒素 的 图 谱 中 6 个 主峰 ， 其 它 
两 个 产地 的 毒素 图 谱 中 仅 有 3 个 主峰 。 此 外 ， 常 德 与 淅川 毒素 中 的 荆 与 于 峰 重 又 很 大 。 这 
些 情况 说 明 G-50 层 析 结果 显示 4 个 不 同 产 地 的 毒素 有 基本 的 相似 性 ， 但 也 可 能 含有 各 自 
的 特有 组 分 。 从 表 1 毒性 试验 结果 可 以 看 出 ，4 个 不 同 产 地 的 蝎 毒 中 含有 类 型 基本 相同 的 
神经 毒素 。( 由 于 成 都 粗 毒 量 太 少 ， 不 足以 继续 研究 ， 因 此 以 下 的 分 析 比 较 只 用 3 个 产地 
的 蝎 毒 )。 

表 1 HÆ Sephadex G-50 柱 层 析 各 主要 组 分 的 毒性 
Tab. 1 Toxicity of main fractions from Sephadex G—50 chromatography 


蝎 毒 产地 if JI HE 成 都 益 都 
组 份 XI XO XUH CI co cm SI SI SM YI YI YIM 
毒性 (jg 7“ g) DAR = = 1.3 = = 12 一 一 24 - = 16 
bike = = - = = = = = = = = 
EA - +++ 十 一 +++ 十 一 十 十 十 十 - 十 十 十 十 





2.2 ”哺乳 动物 挤 经 咕 素 的 等 电 点 与 分 子 量 
各 取 新 川 、 常 德 和 益 都 蝎 毒 的 G-50 亚 峰 分 别 经 Sp-Sephadex C-25 进一步 纯化 ， 分 
别 得 到 一 组 毒性 不 同 的 哺乳 动物 神经 毒素 ， 结 果 见 表 3。 淅 川 与 常德 的 图 谱 在 峰 形 ， 几 的 
位 置 及 各 组 分 的 含量 上 都 极其 相似 ， 而 与 益 都 图 谱 略 有 差别 ， 但 它们 的 多 数 峰 基 本 上 还 是 
相对 应 的 。 这 可 能 与 淅川 、 常 德 蝎 毒 的 、 亚 峰 重 每 较 大 ， 而 益 都 蝎 毒 的 G-50 的 工 、 亚 
峰 分 离 较 好 有 关 。 
取 淅 川 、 常 德 和 益 都 毒素 经 Sp-Sephadex C-25 的 纯化 组 分 进行 IEF-PAGE 及 
SDSPAGE 分 析 ， 所 测 得 各 组 分 的 等 电 点 和 分 子 量 分 别 列 于 表 2 和 表 3。 从 这 些 结 果 可 以 
看 出 新 川 和 常德 蝎 毒 的 离子 交换 柱 纯化 组 分 基本 上 是 相对 应 的 、 仅 CSP5 对 应 于 淅川 中 的 
组 分 因 分 离 效 果 较 好 而 分 裂 成 两 个 峰 。 它 们 对 应 组 分 的 等 电 点 及 分 子 量 在 误差 范围 内 是 相 - 
等 的 。 将 等 电 点 测量 结果 与 离子 交换 柱 层 析 图 详 综 合 起 来 可 以 清楚 地 看 出 益 都 YSp3， 
4，5，6，8，9，10 分 别 对 应 于 CSp2，3，4，5，8，9，10， 这 些 对 应 的 组 分 之 间 的 等 电 
点 也 基本 上 是 相等 的 。 同 样 ， 从 SDS-PAGE 结果 来 看 ， 益 都 、 淅 川 和 常德 的 各 组 分 的 分 
子 量 都 处 于 6000 一 8000 之 间 ， 与 过 去 报道 的 结果 ( 胡 妃 秋 等 ，1989) 是 一 致 的 。 至 于 它们 
是 否 为 完全 相同 组 分 人 出 有 待 于 用 氨基 酸 测序 ， 分 子 结构 解析 等 进一步 鉴定 ， 目 前 这 些 工 作 
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图 3 Sephadex G-50 峰 亚 在 Sp-Sphadex C-25 柱 上 的 县 析 图 谱 
Ion exchange chromatography of fraction 3 from Sephadex G-50 on Sp- Sephadex C-25 
column (1.5 x 40 cm) 
eluent: 0.!mol/ L phosphate buffer(pH6 0) with salt gradient (0-0.3—1 0 mol / L Natl 


Fig. 3 


flow rate: 5ml/10min a. from Xichuan. Henan province 


b. from Changde, Hunan Province c. from Yidu, Shandong Province 
2 A, MM, RAMBLAS Hse 
Tab. 2 The isoelectric points of purified scorpion toxins 


At Sp-1 Sp-2 Sp-3 Sp-4 Sp-5 Sp-5 Sp-6 Sp-? Sp-8 Sp-9 Sp-id 





淅川 7.54 “a 9.00 9.32 8.30" 98.80° 9.64 >10 930” 9.66" 9.48 
ee 7.54 “a 9.02 9.35 9.25" (8.38 9 64 >10 9.28" 9.66” 9.44 
益 都 7.48 6.78” “. 8.90 9.36 (9.00%) 890 8.92" 925" 958 9.40 





“« "shows the main component in this fraction 


“« «the sample is indissolutable in distilled water 
2.3 毒性 


淅川 、 常 德 和 益 都 蝎 毒 的 Sp-Sephadex C-25 纯化 各 组 分 的 毒性 分 别 列 于 表 4 和 表 
5。 从 表 中 可 见 ， 淅 川 的 BmK 有 7 个 哺乳 毒 ， 常 德 和 益 都 的 BmK 都 各 有 6 T, MINS 
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和 
常德 各 组 分 的 哺乳 动物 毒性 及 昆虫 毒性 基本 上 相对 应 ， 而 从 离子 交换 洗 脱 图 谱 上 看 ， 


YSp6 对 应 于 CSp5 及 XSp5，、XSp5'， 因 此 益 都 各 洗 脱 组 分 的 哺乳 毒性 与 常德 及 淅川 基本 
上 也 是 相对 应 的 ， 仅 个 别 组 分 略 有 差异 ， 在 淅川 、 益 都 及 常德 蝎 毒 中 均 发 现 了 甲壳 类 毒素 
(CT). 


表 3 淅川 、 常 德 、 益 都 昌 毒 各 纯化 组 分 的 分 子 量 
Tab. 3 The molecular weight of purified scorpion toxins 


组 份 Sp-1 Sp-2 Sp-3 Sp-4 Sp-5 Sp-5’ Sp-6 Sp-7 Sp-8 Sp-9 Sp-10 
淅川 6760 7150 7860 7650 7600 7600 7150 7340 8160 8170 6920 
be] 6790 7150 7910 7620 7620 一 7150 7350 8130 8130 6950 
EA 6810 7120 7120 7900 7690 = 7710 7690 7980 8020 6950 


表 4 BH Ass PGA ge tt BP ese wet 
Tab. 4 The mammal toxicity and cambarus toxicity of purified fractions 


毒素 BmK 1 BmK2 BmK3 BmK4 BmK5 BmK6 CT 
常德 Ag Csp10 Csp5 Csp3 Cspë Csp9 Csp7 Csp9 
毒性 (kg pg)” 0.5 0.5 1.1 2.3 5.6 9.6 0.55 
淅川 ”组 份 Xsp10 Xsp5’Xsp5 Xsp3 Xsp8 Xsp9 Xsp7 Xsp9 
毒性 (hg 2)" 0.8 1.0 1.1 2.3 4.3 5.3 0.91 
Be Ab Yspl0 Ysp6 Ysp7 Ysp8 Ysp9 Ysp2 Ysp9 
tk (ug / g)" 0.5 0.98 2.0 3.9 5.8 44 0.95 


Bok 指 哺 乳 动物 毒素 ，CT 指 甲壳 类 毒素 ， 注 射 剂 量 大 于 10 s/e 涉 白鼠 的 组 分 被 认为 没有 毒性 。{(BmK refers 
to mammal toxins, CT refers to cambarus toxins. Those fractions which have no reaction on mouse when a dose 


more than 10 pg/ g mouse is injected are regarded as no toxicity). 


RS 各 纯化 组 分 的 昆虫 毒性 
Tab, 5 Insect toxicity of purified fractions 


rr a rr 





FA Sp] Sp2 Spa Sp4 Sp5 Sp6 Sp? Sp8 Sp9 Spl0 
淅川 - 一 一 一 十 十 一 一 一 十 ++ 
常德 一 一 一 一 十 一 一 一 十 十 十 十 十 十 





S++" FR EE A 4 一 6 ug 的 剂量 可 观察 到 中 毒 症 状 (toxic symptom were observed when a dose of 4 一 6rg / g 
had been injected): 

“++" 指 注入 6 一 8 jg .*g 的 剂量 可 观察 到 中 毒 症状 (toxic symptoms were observed when a dose of 6—8 ug / E 
had been injected); 

“+" 指 注入 8—10 sg- g koaa Bl pE WM (toxic symptoms were observed when a dose of 8 一 1f pee g 
had been injected); 

“-"RIEAKF 10 yg /8 的 剂量 而 无 中 毒 症状 {no reaction was observed when a dose more than 10 #g/ g had 
been injected). 
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2.4 结晶 行为 

运用 本 文 报道 的 方法 所 获得 的 纯化 样品 在 单 晶 培养 上 已 取得 重大 突破 ， 在 晶体 培养 过 
程 中 ，XSpg 与 CSp8，XSp10 与 CSp10 表现 出 基本 相同 的 结晶 行为 ， 相 对 应 的 组 份 在 相 
同 的 条 件 下 得 到 了 晶 型 相同 的 晶体 。 其 它 组 份 的 晶体 生长 正在 进行 中 。 
3 讨论 
3.1 样品 的 分 离 纯化 对 晶体 生长 至 关 重 要 ， 高 质量 晶体 的 获得 离 不 开 优 质 样品 的 制备 。 
本 文 报道 的 分 离 纯化 方法 与 过 去 的 方法 相 比 有 两 个 明显 的 改进 :该 方法 可 批量 提供 纯化 样 
蔓 ， 且 该 方法 可 得 到 多 个 单一 纯 旦 有 高 活性 的 组 分 。 对 于 那些 不 纯 的 组 分 经 制备 等 电 聚 焦 
电泳 进一步 纯化 ， 所 得 的 高 纯度 组 分 明显 改善 了 其 结晶 行为 。 可 见 晶 体 学 的 突破 必须 有 良 
好 的 生化 基础 。 这 从 另 一 个 方面 体现 了 本 文 报道 的 纯化 方法 的 意义 所 在 。 
3.2 ”毒性 试验 可 以 看 出 G-50 i PRR RSH, KARAM, RMMARAHES 
而 造成 。 但 某 些 组 分 如 XSp10，CSp10 既 有 MT 和 IT， 又 对 甲壳 类 有 强直 麻痹 作用 ， 上 且 
XSpl0 电泳 显示 为 单一 纯 ， 这 是 一 个 很 令 人 人 感 兴趣 的 组 分 。 关 于 其 结构 研究 正在 进行 
中 。 
3.3 生物 大 分 子 的 晶体 生长 对 样品 及 生长 条 件 要 求 相 当 苛刻 ， 样 品 间 的 微小 差异 甚至 是 
某 个 氨基 酸 的 差异 都 可 能 导致 晶体 生长 条 件 有 很 大 的 改变 。 两 个 产地 蝎 毒 的 对 应 组 分 能 在 
完全 相同 的 条 件 下 获得 唱 型 完全 相同 晶体 ， 说 明 这 些 对 应 组 分 的 分 子 结构 很 可 能 是 相同 
的 。 
3.4 通过 以 上 4 个 产地 蝎 毒 的 比较 可 以 看 出 ， 不 同 产 地 的 蝎 毒 之 间 从 Sephadex G-50， 
Sp 一 Sephadex C-25 柱 层 析 行 为 直至 电 访 ， 毒 性 结果 及 结晶 行为 都 有 着 很 大 的 相似 性 。 它 
们 之 间 也 存在 着 一 定 的 差异 ， 这 些 差 异 可 能 是 由 地 区 差异 而 引起 ， 也 可 能 是 由 于 蝎子 处 于 
不 同 的 生长 期 而 引起 ， 文 献 报 道 (Wolfgang，1971)， 未 成 熟 个 体 中 含有 酸性 毒 蛋 白 而 成 熟 
个 体 中 则 无 ， 益 都 蝎 毒 采用 况 尾 法 获得 ， 难 免 混 有 未 成 熟 个 体 ， 故 淅川 ， 常 德 蝎 毒 中 未 发 
现存 在 于 益 都 蝎 毒 中 的 p15.3 的 酸性 组 份 ， 其 差异 还 可 能 由 于 饲料 不 同 而 引起 益 都 蝎子 
为 野生 的 ， 而 其 它 3 个 产地 蝎子 为 人 工 饲 养 的 ， 它 们 的 食物 结构 必 有 很 大 差别 ， 可 能 引起 
毒素 组 分 有 所 差异 。 总 而 言 之 ， 不 同 产 地 的 蝎 毒 之 间 的 共同 点 大 于 它们 之 间 的 差异 。 
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THE PURIFICATION AND COMPARISON OF CHINESE 
SCORPION NEUROTOXINS FROM 
DIFFERENT LOCATIONS 
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Abstract 


Several basic mammal neurotoxins and one crustacean neurotoxin were purified 
from Chinese scorpion (Buthus martensi Karsch) venoms which were collected in differ- 
ent areas of China including Provinces, Henan (Xichuan)， Shangdong (Yidu), Hunan 
(Changde) and Sichuan (Chengdu). The procedures of purification involved in Sephadex 
G-50, Sp-Sephadex C-25 and IEF. The isoelectric points, molecular weights and 
toxicities of the obtained fractions were assayed and compared. The comparison indi- 
cated that the neurotoxins from different locations were very similar in respect to their 
liquid chromatographies, but also in respect to their isoelectric points, molecular 
weights, toxicities and crystallization. Despite some differences, it seemed that these 
neurotoxins from different locations widely distributed in China are corresponding each 
other. 
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